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As helicônias são plantasmonocotiledôneas, pertencentes à
família Heliconiaceae, que apresenta de
200 a 250 espécies (BERRY; KRESS,
1991). Sua aceitação como flor de corte
tem sido crescente nos mercados nacio-
nais e internacionais pela beleza de suas
inflorescências, de intenso colorido, al-
gumas vezes com tonalidades
contrastantes e com longo período pós-
colheita (CASTRO, 1995).
Normalmente, a propagação comer-
cial das helicônias se dá por via
assexuada, pela divisão do rizoma
(CRILEY, 1988; CASTRO, 1995). Esse
método conduz à disseminação e
acúmulo de agentes causais de impor-
tantes doenças que são transmitidas en-
tre plantios sucessivos, via rizomas con-
taminados. Dentre essas doenças estão
as causadas por fungos de solo.
Em várias espécies de plantas a fa-
lha de se obter sucesso na propagação
sexuada é devido ao abortamento dos
embriões. Embora ocorra polinização e
fertilização, as sementes podem conter
embriões não desenvolvidos ou pouco
desenvolvidos que não germinam. Ou-
tras vezes, devido à dureza do endocarpo
os embriões não conseguem germinar.
Em helicônia, o fruto apresenta um
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endocarpo duro que dificulta a germi-
nação das sementes (CASTRO, 1995;
SIMÃO; SCATENA, 2003). A cultura
de embriões tem sido usada para recu-
perar genótipos em situações onde ocor-
re falha no desenvolvimento da semen-
te ou impedimento da germinação
(RAPPAPORT, 1954;
NARAYANASWAMI; NORTOG,
1964; HU; FERREIRA, 1998).
A utilização da técnica de resgate de
embriões da helicônia propicia a propa-
gação rápida de plantas, a recuperação
de plantas livres de doenças, a conser-
vação e intercâmbio de germoplasma, a
introdução de germoplasma como se-
mente botânica, a avaliação de aspectos
nutricionais e fisiológicos do desenvol-
vimento do embrião e a superação da
dormência de sementes.
MATERIAL E MÉTODOS
O presente trabalho foi realizado no
laboratório de Biologia Celular da
Embrapa Hortaliças. O material vege-
tal utilizado foi proveniente da planta-
ção de helicônia do Rancho Paraná, lo-
calizado em Brazlândia (DF). Semen-
tes de Heliconia rostrata foram retira-
das de frutos maduros, com coloração
azul-escura. O pericarpo foi removido
e os embriões (no estádio cotiledonar),
foram excisados por uma leve pressão
nas sementes, com o auxílio de uma pin-
ça (Figura 1) e colocados em uma placa
de Petri, contendo papel umedecido com
água destilada. Os embriões foram
desinfestados com solução de
hipoclorito de sódio a 0,5% (v/v), du-
rante 15 minutos e, em seguida, lava-
dos três vezes com água  destilada
autoclavada.
Em uma capela de fluxo laminar os
embriões foram inoculados em frascos
de 250 ml de capacidade, com 40 ml de
meio nutritivo básico, contendo sais
minerais MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) e, em mg L-1: i-inositol 100;
tiamina-HCl 1,0; piridoxina-HCl 0,05;
ácido nicotínico 0,05; glicina 2,0; e
Phytagar (Sigma) 7.000. Ao meio foram
adicionadas, respectivamente, concen-
trações de: 1)Sacarose (0; 1; 2; 3; 6; 9 e
12% p/v) sem adição de reguladores de
crescimento; 2) Cinetina (0; 0,5; 1,0; 2,0
e 3,0 mg L-1); 3) Isopentenil adenina (0;
0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1); 4) Zeatina
(0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1).
Nos meios contendo regulador de
crescimento (items 2, 3 e 4), a con-
centração de sacarose foi de 3% (p/
RESUMO
Embriões provenientes de frutos maturos de Heliconia rostrata
Ruiz & Pavon foram excisados e inoculados em meio de cultura
contendo os sais básicos MS, vitaminas e sacarose. A adição de
sacarose foi essencial para o desenvolvimento dos embriões. Em
meio desprovido de sacarose os embriões morreram em cultura.
Concentrações de 1%, 2% e 3% (p/v) de sacarose favoreceram o
desenvolvimento dos embriões. Concentrações de 6%, 9% e 12%
(p/v) de sacarose inibiram o crescimento dos embriões. A adição de
cinetina, isopentenil adenina e zeatina não favoreceram o cresci-
mento e o desenvolvimento dos embriões.
Palavras-chave: cultura de embriões, micropropagação, cultura de
tecidos.
ABSTRACT
Effect of sucrose, kinetin, isopentenyl adenine and zeatin on
the development of embryos of Heliconia rostrata in vitro
Embryos from mature fruits of Heliconia rostrata were excised
and cultured in basal medium containing MS salts, vitamins and
sucrose. Sucrose was essential for embryo development. In meclium
without sucrose the embryos died in culture. Sucrose concentrations
of 1%, 2% and 3% (w/v) were beneficial for embryo development.
Sucrose concentrations of 6%, 9% and 12% (w/v) inhibited embryo
growth. The addition of kinetin, isopentenyl adenine and zeatin did
not improve embryo growth and development.
Keywords: embryo culture, micropropagation, tissue culture.
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plântulas formadas em função das dife-
rentes concentrações de sacarose e dos
efeitos dos reguladores de crescimento,
considerando-se significativo quando os
valores de P (probabilidade do teste apli-
cado) foram abaixo de 5%. O teste de
Tukey foi utilizado para distinção das
médias estimadas. Todas as análises fo-
ram realizadas no software
computacional MSTATC (Version 2.10,
Michigan State University, MI). As
plantas obtidas foram transplantadas
para vaso contendo mistura de areia e
vermiculita 1:1 (v/v) e mantidas em casa
de vegetação.
RESULTADOS E DISCUSSÂO
Estudos preliminares mostraram que
a germinação de sementes de H. rostrata,
em areia umedecida é baixa (em torno de
4%), tornando ineficiente a propagação
dessa espécie por via sexuada. Vários au-
tores relatam que o embrião de helicônia
está pouco desenvolvido (CRILEY, 1986,
citado por CASTRO, 1995; STILES,
1979, citado por CRILEY, 1988), pouco
diferenciado (GATIN, 1908, citado por
CRILEY; BROSCHAT, 1992) ou rudi-
mentar (CRILEY, 1995) na época de
maturação dos frutos. A combinação de
um embrião rudimentar com o endocarpo
duro acarreta em uma germinação espo-
rádica e demorada  (CRILEY, 1988). En-
tretanto, essas observações sobre o desen-
volvimento do embrião não se aplicam
para H. rostrata, cujo embrião utilizado
como explante apresenta-se envolto por
uma bainha cotiledonar dilatada, de colo-
ração creme-clara, que se prolonga em um
haustório tubular, reto ou com a porção
distal curvada, de coloração branca, com
comprimento variando entre 4 e 6 mm
(Figura 2). Na Figura 3 pode ser
visualizado o embrião no estádio
cotiledonar de desenvolvimento após a
remoção da bainha cotiledonar e do
haustório. Esse embrião não apresenta
dormência quando cultivado in vitro em
meio adequado.
A adição de sacarose ao meio bási-
co foi essencial para o desenvolvimen-
Figura 1. Embrião de H. rostrata sendo excisado da semente com o auxílio de uma pinça. (o
tamanho da semente da foto é de 1,0 cm). Brasília, Embrapa Hortaliças, 2004.
Figura 2. Embriões de Heliconia rostrata mostrando bainha cotiledonar (a) e haustório (b).
(cada divisão da régua da figura corresponde a 1 mm). Brasília, Embrapa Hortaliças, 2004.
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Figura 3. Ápice caulinar do embrião de H.
rostrata após a remoção da bainha
cotiledonar e haustório. Letra (a) protófilo.
Seta: meristema apical caulinar. Barra = 125
µM. Brasília, Embrapa Hortaliças, 2004.
v). As culturas foram mantidas a 27°C
e iluminadas com lâmpadas fluores-
centes, com fotoperíodo 16 horas e
densidade de fluxo luminoso de 32
µmol m-2 s-1.
O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 10 repe-
tições. Cada parcela consistiu de um
frasco com cinco embriões. Foram ava-
liados: (1) percentagem de plântulas
formadas, (2) massa fresca e (3) com-
primento das plântulas. Os dados foram
coletados entre 40 a 60 dias de cultura.
Foi realizada uma análise de variância
e regressão para a percentagem de
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to dos embriões in vitro, ao contrário do
meio desprovido de sacarose, onde não
houve o crescimento dos embriões. Aos
40 dias de cultivo esses embriões apre-
sentaram coloração marrom-claro carac-
terística da degeneração em cultura. A
necessidade de adição de sacarose no
meio para cultura de embriões tem sido
observada por vários autores, em distin-
tas espécies de plantas (RIETSEMA et
al., 1953; RAGHAVAN; TORREY,
1963; HU; FEREIRA, 1998), principal-
mente em cultura de embriões em está-
dios iniciais de desenvolvimento (pró-
embriões). Nas células, carboidratos são
necessários como fonte de energia e de
carbono nos processos biossintéticos
(GÖSSLOVÁ et al., 2001) e servindo
também, como agentes osmóticos
(TREMBLAY; TREMBLAY, 1991).
Neste trabalho foi observado que, em
meio suplementado com sacarose, nas
concentrações de 1%, 2% e 3% houve
crescimento e desenvolvimento da parte
aérea e de raízes adventícias em forma
de rosetas na porção basilar. Não foi ob-
servada a presença de raiz principal.
Quando a concentração de sacarose foi
aumentada para 6%, a percentagem de
plântulas formadas foi reduzida para
5,9% e, por conseqüência, essas plantas
apresentaram coloração roxa-clara. Con-
centrações maiores de sacarose no meio
(9% e 12%) inibiram a germinação dos
embriões, possivelmente devido a queda
do potencial osmótico do meio. Trabalho
ilustrativo da importância da osmolaridade
do meio sobre o crescimento dos embri-
ões de Datura stramonium foi feito por
Rietsema et al. (1953). Nesse estudo, em-
briões maturos de D. stramonium desen-
volveram-se em meio desprovido de
sacarose, enquanto embriões em estádios
precoces exigiram, progressivamente, alta
concentração de sacarose. Para H. rostrata
a concentração de 3% de sacarose foi em-
pregada nos trabalhos subseqüentes de
otimização de meio de cultura.
A análise de variância da regressão
do percentual de plântulas produzidas
em função da concentração de sacarose
no meio foi significativa a 5% de pro-
babilidade. O coeficiente de determina-
ção (R²) foi alto (0,79), indicando que a
curva estimada apresenta uma grande
associação com os dados observados
(Figura 4). A curva estimada foi:
y =  0,68x3 – 13,11x2 + 60,58x.
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Figura 4. Análise de regressão para percentagem de plântulas formadas desenvolvendo em
meio de cultura contendo os sais básicos MS, vitaminas e sacarose. Brasília, Embrapa Hor-
taliças, 2004.
* análise da regressão polinomial, significativa a 5%.
NS: não significativo
Tabela 1. Médias de comprimento, % de plântulas formadas e massa fresca de plântulas H.
rostrata em função de concentrações de, respectivamente, cinetina, Isopenteniladenina e
zeatina, no meio de cultivo. Dados coletados após 54 dias de cultura. Brasília, Embrapa
Hortaliças, 2004.
Citocinina (mg L-1) % de plântulas Massa fresca (g) Comprimento (cm)
Cinetina
0 1,4474 NS 0,1538 NS 2,2222 NS
0,5 1,4318 NS 0,0986 NS 1,7250 NS
1,0 1,4722 NS 0,1132 NS 1,6300 NS
2,0 1,4566 NS 0,1288 NS 1,8556 NS
3,0 1,4707 NS 0,0916 NS 1,6750 NS
Isopentenil adenina
0 1,2719 NS 0,1987 NS 2,4571 NS
0,5 1,2563 NS 0,0963 NS 2,0667 NS
1,0 1,5218 NS 0,0994 NS 1,7000 NS
2,0 1,2811 NS 0,1504 NS 2,0125 NS
3,0 1,3044 NS 0,1417 NS 2,1333 NS
Zeatina
0 1,7766 NS 0,0727 NS 1,5741 NS
0,5 1,7978 NS 0,0738 NS 1,5333 NS
1,0 1,8032 NS 0,0571 NS 1,2633 NS
2,0 1,7768 NS 0,0558 NS 1,3400 NS
3,0 1,8353 NS 0,0736 NS 1,4414 NS
A inclusão de substâncias regulado-
ras de crescimento no meio de cultura
de embrião foi usada pela primeira vez
por Raghavan e Torrey (1963) para subs-
tituir as exigências de alta concentração
de sacarose ou salina utilizadas no meio
de cultura de embriões excisados nos
estádios pré-cordiforme e cordiforme.
Para H. rostrata, a adição ao meio bási-
co com 3% de sacarose de, respectiva-
mente, cinetina (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0
mg L-1), isopentenil adenina (0,0; 0,5;
1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1) e zeatina (0,0; 0,5;
1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1) não afetou estatis-
ticamente a percentagem de plântulas
produzidas, massa fresca e o compri-
mento em relação ao controle (Tabela
1), indicando que o embrião em desen-
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volvimento foi capaz de biossintetizar
as citocininas necessárias para seu cres-
cimento.
Os embriões excisados de frutos com
pericarpo seco não germinaram em meio
com 3% de sacarose, mostrando a im-
portância do estádio de desenvolvimen-
to dos embriões para o estabelecimento
da cultura.
Os resultados obtidos são importan-
tes devido à ineficácia dos métodos de
propagação sexuada para H. rostrata
permitindo a redução de custos na ob-
tenção de matrizes de alta qualidade
fitossanitária, na introdução de
genótipos nos bancos de germoplasma
in vitro e no melhoramento genético
dessa espécie.
As mudas produzidas in vitro foram
aclimatadas abrindo, gradualmente, os
frascos de cultura, cinco dias antes do
transplante para vaso, contendo o
substrato areia e vermiculita, na propor-
ção 1:1 (v/v) onde desenvolveram-se
normalmente. Também, foi verificado,
no presente estudo, que a utilização do
meio básico com 3% de sacarose foi
efetivo para cultura de embrião de H.
caribaea, H. episcopalis, H.
psittacorum, H. bihai e H. chartacea cv.
Sexy Pink.
Pode-se concluir que a adição da
sacarose ao meio básico foi essencial
para o crescimento e desenvolvimento
dos embriões de H. rostrata e que a con-
centração ótima de sacarose que propor-
cionou o maior número de plântulas foi
de 3%. Em relação aos parâmetros ava-
liados comprimento, massa fresca e per-
centagem de plântulas produzidas, a
adição de citocininas (cinetina, 2ip, e
Zea) ao meio básico não mostrou dife-
renças significativas entre os tratamen-
tos. Os resultados obtidos foram impor-
tantes para a produção de mudas com
alta qualidade fitossanitária de H.
rostrata.
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